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　　　It　is　well　known　that　the　synthe．sis　of　ferritin　is　induced　by　the　administratio．n　of　iron．　Several
contradictory　proposal．s，　however，　have　been　made　abQut　th．e　mechanism　ot　induction．　In　t．his　paper，
poly（A十）rich　mRNA　were　isolated　from　iron　loaded　rat　livers　and　were　translated　i血acell－free　system
derived　from　wheat　germ　in　order　to　quantitate　the　subcellular　ferritin　mRNA　distribution．　The　follow－
ing　results　were　obtained　with　regard　to　the皿ode　of　iron　action．
　　　　1．The　products　programmed　by　rat　hver　mRNA　in　wheat　germ　lysate　were丘rs．t　precipitate．d　with
antiferritin　antiserum　and　the　precipitates　were　analyzed　by　SDS　gradient　gel　electr．ophoresi．s．　Two
peptides　corresponding　to　H－and　L－subunits　from　carrier　ferritin　were　obtained　and　they　were　considered
to　be　the．　primary　gene　product　of　ferritin　synthesis．
　　　　2．The　ferritin　mRNA　on　polysomes　from　iron　lo．aded　animals　gave　approximately　twice　as　much
incorporation　into　ferritin　as　the　mRNA　from　controls　by　translation　assay，　and　was　not　due　to　the
simple　mobilization　of　mRNA　from　mRNP　po．01　to　polysomal　pool　by　iron，　because　the　amount　of
皿RNA　in　the　postribosomal　supernatant　fraction（mRNP）was　also　increa．sed　by　iron．
　　　　3．　On　the　subfractionation　of　the　postribosomal　supernatant　by　differen．tial　centrifugation，　near1ア
all　of　the　postribosomal　ferritin皿RNP　migrated　between　80　S　and　25　S　in　controls，　whereas　about　50％
of　InRNA　from　mRNP　particle．s　sedimented　at　the　fractiQn　of　less．　than　25　S　in　iron　loaded　livers，
suggestillg　tha．t皿RNA　from　the　nuclear　precursors　was　temporarily　stQred　at　the　small　mRNP　particles，
before　being　converted　into　the　initiation　complex　and　translated　on　poly．somes．
　　　　4．The　total　increase　of　ferritin　synthesis　and　preferential　indution　ofレsubunits　were　not　so
エemarkable　as　compared　with　the　results　of初η加。　experiment　of　our丘rst　paper，　suggesting　that
intracellular　iron　also　facilitates　the　translatioll　e缶ciency　of　ferritin　mRNA　on　polysomes　and　the　pref－
ere．ntial　assembly．　of　L－subunits　rather　than　H－subullits　Qn　ap．oferritin　s．he．11　formatio11．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　June　28，1979　and　accepted　July　23，1979）
1緒 言
　鉄投与により細胞内のferritin蛋白が増加するこ．とは
良く知られた事実であるが1），その機序に関しては必らず
しも一致した結論が得られていない．1966年Drysd．ale
a記Munro2）は，ラット肝を用いて，投与した鉄含量に応
じてferritinのde　novo合成が促進されることを報告し，
教室のMatsuda3）により同様の結果が得られている．他
方Yoshino砿α♂．4）は，ラット肝スライスを用いた実験で，
ferritin合成の鉄による調節がDNAの転写レベルでお
こることを示したが，それに対し，Drysdale　and　Munro2），
Chu　and　Fi且eberg5）はそれぞれラット肝，　HeLa細胞．を
用いて，actinomycin　Dによりferritin合成が阻害を受
けない結果から，むしろ転写レベル以降の調節の可能性を
唱えるなど，ferritin合成の作用機序．に関する見解は必ず
しも一致していない．Hicks　and　Drysdale6），　Schafritz7）
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が各々ラット肝上清，ウサギ網状赤血球上清を用いた無細
胞合成系でferritinの合成に成功して以来，無細胞合成系
による，より詳細なferritin合成機構の研究がおこなわれ
るようになった．Saadi砿α差8＞は鉄による翻訳過程にお
ける促進因子の増加の可能性を示唆した．Zahringer　8孟
αZ．9）は細胞質内のmessenger　ribonucleoprotein　parti－
cle（mRNP　particle）から，　polysome上へのferritin
皿RNAのshiftが鉄により促進されるという興味ある結
果を報じたが，方法論には多少の問題点がある．そこで著
者は，ラット肝より抽出したpolysome分画およびpost－
ribosome分画（mRNP）におけるferritin　mRNAの分
布をwheat　germ　lysateによるassayにより検討し，第
1報との比較において，ferritin合成における鉄の作用機
序について考察を加えた．
2　材料および方法
　2・1動物：Sprague－Dawley系雄ラット（体重125－
150g）を使用し，これに標準飼料（Rock　Land　Co．）と水
を自由に与え，実験開始16時間前より絶食させた．
　2・2器具および試薬：New　England　Nuclear社
（Boston）より購入したL一（4，5－3H）一leucine（比活性50　Ci／
皿mole）を用いた．　SucroseはSchwartzman社製den－
sity　centrifugation　grade，　oligo（dT）一celluloseはCol－
labQrative　Laboratories社製T2　celluloseを用いた．
RNA抽出に使用するガラス器具は，乾熱滅菌，　bu任erは
高圧蒸気滅菌し，ribonucleaseの汚染を防いだ．水は脱イ
オン後，1回蒸留し，更に高圧蒸気滅菌したものを用いた．
RNA抽出に使用したphen・1はMarrincrodt社製のも
のを再蒸留し，一20℃に保存した．
　2・3鉄剤の投与方法1鉄はferric　alnmQniu皿citrate
（J．T．　Baker　Che皿ical　Co．）の形で，　pH　7．4，0．85％NaCl
中に溶解400μgμとし，体重100g当り400μg腹腔内注射
した．対照群は同一容量の生理食塩水溶液を投与した．
　2・4Ferritinの抽出および抗ferr迅n抗体の作製：
ラット肝および心臓ferritipの抽出は第1報に従い，
75℃加熱抽出，55傷硫安沈殿，Sephacryl　S　200　column
chromatographyのあと，最終段階でnative　gradient
pore　gel　electrophoresis（6％～22弩polyacrylamide
濃度）で精製した，抗体の作製は，0．5mgの蛋白とFreund’s
cGmplete　adjuvant　（Calbiochem．）を等量二重昆禾口し，　emul－
sionを作り，家兎背部皮内に免疫，1ヵ月後に耳静脈より
抗血清を得た，得られた抗体の力価は免疫沈降法により確
かめた．抗家兎IgG血清（第2抗体）は精製したrabbit
IgGを羊に免疫することにより得た．
　2・5Polysome　pelletおよびpost－ribosome分画の作
製：分画のプロトコールをFig．1に示した．　P。ly－
some　polletおよびpost－ribosome分画の調製は，主に
Zahringer砿α♂，9）の報告に従い，　RNAのextraction
e岱ciencyを高めるため，若干の改良を加えた．16時間絶
食ラットに，対照群として生理食塩水，鉄投与群として
ferr c ammonium　citrate（400μg　Fe／1009体重）を腹腔
内注射し，4時間後エーテル麻酔下に，門脈より250mM
sucrQse－1　mM　MgC12で灌流，肝を摘出，2倍量の0．1　M
Tris－HCI　pH　7．4－0．1　M　NaCl－0．1　mM　EDTA（ethyl－
enediaminetetraacetic　acid）一5　mM　MgC12－150μg／mZ　of
heparin－0．25　M　sucroseを加え，ガラスホモジナイザー
により100se　Te且on　pestleで7strokes混和，10，0009，
20分間遠心し，細胞残渣・核・ミトコンドリアなどを除去
した．この分画をpostmitochondrial　supernatant（PMS）
とした．このPMSをglass　woolで濾過した後，　Ti　50ロ
ーター（Beckman）で50，000　rp皿，60分間遠心し（Baliga
私信），上清をpost－ribosQmal　supernatant，沈降物を
polyribosomal　pelletとした．更にこのpostribosomal
supematantを配分画するため，同ローターで3時間，
50，000rpm，分画遠心し，上清（“25”Ssupernatant）お
よび沈降物（“25－80”Spellet）を得た．さらに，“25”S
supernatantおよび“25－80”Spelletの1部をTris－HC1
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Fig。1　ProtQcol　of　the　preparation　and　transla－
　　　　tion　of　rat　Iiver　poly（A十）mRNA　from
　　　　polysomal　and　post－ribosomal　fractiQns．
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pH　7．4－0，5　M　KC1－0．002　M　EDTA－50μg／mZ　of　heparin
に溶解した簾糖直線密度勾配（15－30傷）上で，SW　41・一
挙ー（Beckman），12，000　rpm，17．6時間，2℃で遠心した
後，ISCO　gradient　fractionatorにより分取した各分画
につき吸光度を260nmで測定，　purityを検討した．上述
のPostmitochondrial　supernatant（PMS）より，活性の
ある　messenger　ribonucleoprotein　particle（mRNP
particle）を得るため，　Ti　50ローターで50，000　rpm，2．2時
間，更に上清を30，000rpm，！6時間遠心，沈降物を得た．こ
の沈降物はアングル型ローターのclearing　factorから，
約10－35Sと考えられた（SpiRco　Data　Sheet　DS－327）．
　2・6　ラット肝poly（A＋＞R．NAの抽出：Ribonucleic
acidの抽出にはBrawerman　8’αよ10）の方法に若干の改
良を加え，poly（A＋）RNAの抽出には，　Roberts　and
Paterson12＞の方法によった．
　2・6・1Crude　RNAの抽出；分画遠心法の沈降物
（polysome分画，“80－25　S”pellet，“35－10　S”pellet）か
らのRNAの抽出は，まず沈降物を25　m♂のbuEer（50
mM　Tris－HC1，　pH　7．0－150　mM　NaC1－1　mM　EDTA－
0．5鬼SDS－400μg／m♂of　Proteinase　K（EM　Laborato－
ries＞）で溶解，室温で10分間放置し，等量のpheno1－
chloroform（50＝50）混和液を加え振盟後，3，000　rpm，10
分間4。Cで遠心し，上層の水溶液相と下層のpheno1－
chlor・f・rm相に分離し，上層のRNAをふくむ層を更に
2～3回新らしいpheno1－ch1Qroformで抽出をくり返し
た．中間層に変性蛋白が認められなくなったのを確かめ，
水溶液相を静かに吸引採取し，1／10量の2MNaClと2．5
倍量のエタノールを加え混和後，一昼夜放置，遠心により
crude　RNAの沈降物を得た．沈降物をエタノールで2回
洗際した後，吸引乾燥させ，10mM　Tris－HCI　pH　7．5，
に0．5MNaCl溶解，　Gilford　SpectrQphto皿eterにより
波長260nmで吸光度を測定した．分画遠心法の上清
（post－ribosome分画，“25　S”以下の分画，“10　S”以下の
分画〉はZahringer　8’α乙の方法9）に次の様な改良を加
え，抽出効率を高めた．上清液に1．5倍量のbu施r（50皿M
Tris　HCI，　pH　7．0－100皿M　NaC1－1　mM　EDTA－0．5％
SDS－200μg／m♂of　proteinase　K）を加え，10分間室温で
マグネチックスターラーで混和，1／10量の1MTris．　HC1，
pH　9．0を加え，さらに1NNaOHでpH　9．0に調整した・
Pheno1－chloroform－isoamylalcohol（50：50：1）を等量加
え，振撮混和した後，遠心でRNAが抽出されている水溶
液相を吸引採取，同操作を3回繰り返したのち，上述のご
とくエタノール沈殿をおこなった．
　2・6・2Poly（A＋）RNAの抽出：PhenQ1抽出によ
り得られた粗RNA分画から，真核細胞メッセンジャー
RNAに特異的なpoly（A＋）tai111）を利用して，　oligo
（dT）celluloseによるa飯nity　chromatography12）をお
こなった．0．5gのoligo（dT）cellulose，　T2（Collaborative
research）を5皿Zのplastic注射筒をカラムとして充填
し，0．01MTris－HCl，　pH　7．4－0．5　M　NaCl（High　Salt
B雌er）で動画，平衡化し，試料を10　A260　unit／mZ以下
に同bu狂erにて希釈，カラムにapply，引き続き同bufEer
で十分洗潅，A260が0．01　unit／mZ以下になったのを確かめ
て，0．01MTris－HCI，　pH　7．4（Low　Salt　Bu旋r）でカラ
ムに吸着したpoly（A＋）rich　RNAを溶出，吸光度にて
peakを確かめた．試料のpoly（A十）RNAが0．5　A26。
以下の場合には，carrier　RNAとしてアeast　tRNA（500
A260／mZ）を5μ♂加え，1／10量の2MNaClと2倍量のエ
タノールとで混和，一20℃にて18時間放置，遠心で沈降
物として回収した．水流ポンプにてエタノールを吸引除去
後，滅菌ガラス蒸留水で。．25μg／μ♂となるよう希釈し，
一80。Cに使用時まで凍結保存した．
2・7Wheat　germ　lysateによる無細胞合成系
2・7・1Wheat　ger皿1ysateの調整：Roberts　and
Paters nの方法12）に従った．　Wheat　germはGeneral
Mills社からの提供をうけた．159のwheat　germを秤
：暫し，220m♂のcyclohexane－carbontetrachloride（6：15＞
中，室温で且oatationをおこない，浮遊したwheat　germ
回収，等量のacid　washed　sandと3．5　mZのbu晩r
20mM　N－2－hydroxyethylpiperazine－2－ethanesulfonic
acid（HEPES）．　KOH，　pH　7．5－1　mM　Mg　acetate－2　mM
CaC13－50　mM　K　acetate－1　mM　dithiothreitolととも
に氷却した乳鉢内で強く破砕し，Beckman　J　21　rotorで
16，000rpm，10分間遠心，上清を得た．あらかじめ25　mM
HEPES，　pH　7。6－3　mM　Mg　acetate－40　mM　K　acetate－
1mM　DTTで平衡化したSephadex　G　25カラムに同国を
apPlyし，内因性アミノ酸プールを除去，　A260が80　unit／
mZ以上の分画を採取，16，000　rpm，10分間遠心の後，上清
0．5mZ毎分注し，一80。Cに凍結保存，使用直前に解凍
した．
　2・7・2Translation　Assay：Wheat　germ　lysateを
用いたラット肝poly（A＋＞RNAの翻訳は，　Roberts　and
Paterson12）の方法に準じたが，　productの比活性を高め
るため，高比活性の3H－leucine（50　Ci／ln皿ole）を使用し
た．反応液としては最終容：量50μZとし，20皿MHEPES，
pH　7．5－3．5　mM　Mg　acate－100　mM　K　acetate－2．5　mM
ATP－0．375　mM　GTP－5　mM　phosphoenolpyruvate－0．5
mM　diphiothreito1一各々25μMの19種のアミノ酸（leu－
cineを除く），50μCi一（4，5－3H）1eucine，25μZのwheat
germ　lpsateおよび10－20μ9／mzのpoly（A十＞RNA
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を混合，30QCで1時間incubateし，その後1／10量の
ribonuclease　A（Worthington，1mg／mZ）を加え，37℃
で15分間反応させ，ribosome上のnascent　peptideを
遊離させ，50mM　sodium　phosphate　bu鉦er，　pH　7．5－
0．15MNaCl－1％Tritonで2mZに希釈後，　Beckman　Ti
50rotorで50，000　rpm，1時間遠心し，　polysome分画
を除去，上清をproductの分析に供した．
2・8　翻訳prodUctの分析法
　2・8・13H－1eUdneの総蛋白への取り込み＝反応終了
後，試料液の5μ♂ずつをduplicateで直径25　mmの
Whatman　3　MM濾紙ディスクにとり，10％八二トリク
ロル酢酸（TCA），0．1Mleucine中で1時間静置，更に
5％氷冷トリクロル酢酸，0．1Mleucineで1回洗淫し，同
液で1000C，10分間加熱，　RNA画分に取りこまれた1・リチ
ウムを除去，冷却後95弩エタノールで濾紙を2回洗際，室
温乾燥の後，0．5mZのProtoso1（New　England　Nuclear
社）および0．05mZの蒸留水を加え密閉，37℃で16時間
放置し，TCA沈殿物を溶解させ，10　mZのEconoHuor
（New　England　Nuclear社〉を加えて放射活性を測定し
た．測定e伍ciencyは約40傷であった．
　2・8・2　免疫沈降法1反応終了後，ribonuclease処理，
超遠心した上清に，抗ferritin血清15μZを加え，室温で
1時聞，更に氷室で1時間incubateし，その後抗家兎
IgG羊血清200μ♂を加え混和後，18時間氷室に放置，免
疫沈降物を遠心で回収，更に50mM　sodium　phosphate
bu旋r，　pH　7．5－0．15　M　NaCI－！瑠Triton　X　100で2回，
氷山蒸留水で1回洗灘して，SDS電気泳動によるsubunit
分析に供した・
　2・8・3SDS　polyacrylamide　gradient　pore　gel　elec－
trophoresis　l爽雑蛋白質からのferritinの精製および
H一およびL－subunitへの分解のため，　SDSゲル電気泳
動を実施した13）．10x14×0．3　cmのslab　gel　p／ate内で
polyacrylamideの濃度勾配4－22％，　SDS濃度0．1弩，
0．375MTris－HCI，　pH　8．8のgelを作製，更に，　stacking
ge1として4．75％acrylamide－0．1％SDS－0．125　M．　Tris
HCI，　pH　6．8を重層した．免疫沈降物にcarrier　ferritin
loμ9を加え，2．3瑠（w／v）SDS－5弩（v／v）一mercaptoeth－
anol－10勿（w／v）glycerol中で100。C，15分間加熱し，免
疫グロブリンH鎖，L鎖およびそのfragmentとferritin
のH一およびL－subunitへ分解した．電気泳動は，0．05％
bromphenol　blueを泳動指標色素として，200　Vで4－5時
間泳動し，coomassie　brilliant　blueにて染色後，　carrier
ferritinのH一およびL－subunitを指標として，1mm間
隔でgelを切り出した後，0．5　mZの30％過酸化水素にて
16時間，37℃に密閉放置，acrylamide　ge1を溶解した後，
10mZのAquasol－2（New　England　Nuclear社）を加え，
良く混和した後，Beckman　Scintillation　Spectrometer
Mod l　L－230により放射活性を測定した．通常測定e缶一
ciencyは約25％であった．
3　実験結果
　3・1　ラット肝poly（A十）RNAの精製＝Phenol－
chloroform抽出法およびエタノール沈殿法により分画し
たcrude　RNAをoilgo（dT）cellulose　columnにapply，
0，01MTris－HC1，　pH　7．4にて溶出した．典型的な溶出
パターンをFig．2に示した．　Poly（A＋）のあるRNA分
画は polysolne　pelletからphenol－chloroform抽出し
たRNAの約1－2％で，25－80　S分画の2－3弩，25　S分画
　　　i
の0．1－0．2弩であった．
　3・2　ラット肝poly（A十）RNAによるwheat　germ
ysate系における3H－leucineのとり込み＝Incubation
開始後15，30，60および90分のトリクロル酢酸（TCA）に
よる総蛋白への取り込みをみたのが，Fig．3である．60分
以降に，取り込みはplateauに達した，またFig．4に示
すようにアミノ酸の取り込み増加は，加えたRNA量：に比
例して増加し，通常10－20μg／ln♂の濃度で最大値の1／2の
取り込みを示し，各assayにおいては，1／2量および飽和
量：でのRNA量を用いた（Table　4）．
3
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1
0・01MTセis◆0．5M卜媒コー→←σ01M’耐s
　　　　　　Frqction　Number
Fig。2　01igo（dT）一cellulose　column　chromatography
　　　　of　rat　hver　ribonucleic　ac｝d．　Poly（A十）一rich
　　　　mRNA　was　eluted　with　O．01　M　Tris．　HCl
　　　　pH　7．5．
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Fig．3　Time　course　of　translatioll　of　rat
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　　　　germ　lysate．
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Fig．4　Ef［ectot　rat　liver　poly（A十）mRNA
　　　　on　3H－1eucine　incorporation　in　cell－
　　　　free　transl母tion　system　derived　from
　　　　Wheat　germ　lySate．
　3・3Cell　free　produc亡の免疫沈降法およびSDS　ge1
電気泳動による分析：翻訳したproductは，抗うット
fefritin抗体および抗家兎IgG羊血清（第2抗体）を用い
て沈降させ，更にその沈降物からferritinのH一および
L－subunitに相当するsignalをSDS　polyacrylalnide
gradient　pore　ge1で精製した．　PolysQme分画から抽出
したpoly（A十）RNAを15－20μg／mZの濃度でwheat
germ　lysate系で翻訳，総蛋白への取り込みとして，通常
1×106dpmを得た．更に，免疫沈降物をSDS中で免疫
グロブリンH鎖，L鎖および．　ferritin　subunitに分解後，
SDS電気泳動にapply，泳動前に加えたcarrier　ferritin
のH一およびL－subunitの部位に相当して3H－1eucineの
取り込みをみた．Fig、5に示すようにwheat　germ　lysate
（一）　20
　　（C．）
2
40 60 80（＋）
（一）　　　20　　　　40　　　　60　　　　80（十）
　　　　Gel　Slice　Number
Fig．5　SDS／pQlyacrylamide　gradient　pore　gel
　　　　electrQphoresis　of　products　of　cell　free
　　　　protein　synthesis　directed　by　rat　liver
　　　　polysomalpoly（A十）mRNA　in　the　wheat
　　　　ger皿system　and　precipitated　by　ferritin
　　 　antibody．．
　　（A）　endQgenous　background（0μg　poly
　　　　（A十）RNA）．
　　（B）　iron　Ioaded　rat　Iiver
　　（C）　control　rat　liver
にendQgenousなbackgroundの取り込みをみるため，
ラットpoly（A十）RNA無添加のもの（A）を翻訳し，鉄
投与群（B）および対照群（C）の結果と比較した．対照群・
鉄投与群ともにH一およびL－subunitに相当する2つの
peakを示し，　wheat　germ　lysateの合成系が，　proteolytic
clipや91ycosylatiQnなどのpostsythetic　modi丘cation
の機構を欠くと考えられている13）ことから，この系で合成
されたH一およびL－subunitは，　mRNAから翻訳された
primary　gene　productであることを示唆している．総
蛋白への取り込みに対するferritinの合成（HおよびL－
subu且itに対する取り込みの和）をみると，　Table　1に示
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Table　1　5’吻郡乙ω転。ηげαηzガπoαoガ4勿60’ψo’
　　　　　2窃ゴ0ηろツ㎜∫蜘8rρ0砂万6050〃ZαZ
　　　　　ノ，zRNA伽‘oπ〃ηZαη4∫7℃πψ7・βα彪4
　　　　　απ勿zαz∫
Ferritin　Synthesis　Subunit　Synthesis
（％total　incorp．）（LIH　ratio，　dpm／dpm）
contro1（3）
iron　（6）
0．13±0．01
0．23±0，08
2．4±0．1
2．8±0．3
　The　results　are　the　mean±S．　E．　of　the　number
of　experiments　indicated　in　parenthesis．
すように，鉄投与によ．り0．13駕から0．23男へ上昇，p＜0．01
で有意の差を示し，Zahringer　8’αム9）の結果に一致した．
SubunitのLIH比（dpm／dpm）は，対照群2、4±0．1，鉄
投与群2．8±0．3で，鉄投与群で若干L－subunitの合成促
進をうかがせたが，p〈0．025であり，勿η加。における
3H－leucine　pulse　labe1実験の結果（対照群LIH比2．3±
0．4，鉄弓晶群L／H比4．9±1．8，pく0．001）に較べ，両者
のsubunitのLIH比は著明でなく，鉄によるL一および
H－subunitの合成差は，　polysome上でのし－subunit
meesenger　RNAの選択的翻訳に加え，他の機構の存在
からも考える必要があろう・
　3・4Polysomeおよびpost・r量boso瓜e分画のferrid転
mRNAの分布：Zahringer　8’αZ，9）の方法に従って，細
胞質内のInessageをpolysomeおよびpost－ribosome
分画に分け，translation　assayを用いて調べたところ，
Table　2に示すように，　post－ribosQme分画にて，総蛋白
に対するferritinへの取り込みが，対照群で1．42±0．68男，
鉄投与群で3．56±0．88弩と，後者で増加を示した．また対
照群では，Table　1およびTable　2の結果から，polysome
分画で0．13％，post－ribosome分画で1．42％の取り込み
を示し，Zahringer　6診α乙9）の報告したように，細胞質
内のnon’polysoma1，　non－translatable　mRNA（post一
エibosome分画，　mRNPに相当）の存在を裏付けたが，鉄
Table　2　＆伽πZαψど。ηげα擁πoαcガ4　fアκoψo一
　　　　　ηZ彦法0π勿ηZ’Z勿8プρ05孟一プ歪ろ050η認
　　　　　ηzRM加CO彫7－0♂αη4∫プ0η〃θα孟θ4
　　　　　侃伽αZ5α‘60π痂9’0’肋祝8疏04げ
　　　　　z励渤96プ8孟αz．9）
Ferritin　Synthesis　Subunit　Synthesis
（％total　incorp．）（L／H　ratio，　dpm／dpm）
投与の実験では，彼らの結果とは逆にferritinへの取り
込み増加を示した．このことは，鉄投与によるferritin
合成の充進が，単にpost－ribosome分画のferritin　mes－
senger　ribonucleoprotein　particles（mRNP）からpo－
lySQme分画へのmRNAの移動だけでは説明がつかず」
Z甑ringer　6’砿9）の仮説を支持する結果は得られなかっ
た．またH一およびL－subunitの合成比（LIH比）を比較
した場合，対照群のpolysome分画，　post－ribosome分
画で各々2．4±0．1，2．4±0．4，鉄投与群で2．8±0．3，3．0土0．4
と両分画で有意の差を認めず，H一およびLsubunitの
messageの分布が，　polysome上とpost－ribosome分画
内で同一であることを示唆している．
　3・5Post・r畳bosome分画のsubfractio赴＝Post－ribo－
somal　supematantを，分画遠心法により亜分画し，　fer－
ritinへの総蛋白に対する取り込みをTable　3．に示した．
25－80Sの分画では，対照群2、44鬼，鉄投与群2．58瑠とほ
ぼ同一の値をしたが，25S以下の分画で0．36傷と7．88％
と有意の差を示し，鉄投与によるpost－ribosome分画内
でのferritinへの取り込み増加は，むしろ25　S以下の上
清から抽出したmRNAに著しかった．この活性分画を
pelletとして回収する目的で，　Ti　50　rotoエ（Beckman）で
50，000rpm，2．2時間，更に上清を30，000　rpm，16時間遠
心し，10－35Sに相当する分画を得，　phenol－chlorofoエm
法によりRNAを抽出したが，鉄投与群のferritinへの
取り込みは6、04箔と上昇，25S以下の分画の取り込み
（7．88％）とほぼ近似した値をとり，ferritinのmRNP
particleのsizeは，およそ10－25　Sの問にあるものと推
定された．これに反し，対照群では，大部分25－80Sの分
Table　3　5㍑妙αε彦ゴ。ηαη4∫‘伽麗Zα孟ゴ。ηげノ診ハ
　　　　　7’ゴ励ミyπ’ん85♂5町名α’ρ05彦一擁ろ050駕αZ
　　　　　5砂6柳αψα雇　加　‘0πかoZαπ4　ケ。π
　　　　　加θα≠θ4απ歪魏αz5
apProxlmate　　　contro1　　　　　　三ron
　　size　　　　　（％　total　incorp．）　（9ち　total　incorp．）
25－80S
〈25S
10－35S
く10S
control（3）
iron　（6）
1．42±0。68
3．56±0．88
2．44土1．10　　（3）
0．36±0．65　　（3）
no　incorp．（2）
no　inCQrp．（1）
258±1．20　　（6）
7．88±3．10　　（4）
6．04±2．82　　（4）
Ro　incorp．（1）
2．4±0．2
3．0±0。4
　The　results　are　the　mean±S．　E．　of　the　number
of　experiments　indicated　in　parenthesis．
　Post－fibosomal　supernatant　frQm　normal　and
iron　treated　rat　livers　were　fractionated　by　dif［er－
ential　centrifugation．　The　relative　incorpofation
of　ferritin　in　the　various　fractions　was　assesed
by　translation　of　wheat　ger皿lysate．　The　results
are　the　mean±S．　E．　of　nu皿ber　of　experiment5
indicated　in　parenthesis，
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Table　4・4，η0槻’げ冶0’α1RNAαπ4ρ0砂（A十）RNA加名α’伽82一
ρ0砂勲0507πα1αηζ」ρ05’一万6050ノノZαZノ）η漉0π5
ParticlesTotal　RNA
（mg）
poly（A十）RNA
　　　（μ9）
poly（A十）RNA
total　RNA
　　（％）
Relative　Distribution　of
poly（A十）RNA　within
the　cytoPlasm
　　　　　（％）
Control
　Polyribosomal
　25－80S
　〈25S
Iron
　Polyribosomal
　25－80S
　く25S
66．6
2．2
7．6
70．4
1．7
6．1
851
55．1
10．4
1000．1
　49．1
　13．5
1．28
2．50
0．14
1．42
2．89
0．22
92．9
6．0
1．1
94．1
4．6
1．3
　Total　RNA　and　poly（A十）RNA　were　isolated　fro瓢6pooled　rat　livers　as　described　in
Materials　and　Methods．　The　results　are　the　mean　of　2　such　preparations．
Table　5　E5’伽α渉θ4読5’7一必麗’oπげノ診rr漉π
　　　　　フπRNAガπρ0ζγ∫0ηZ6∫αη4加ρ05か
　　　　　ノ障∫∂o∫07ηα♂ρα漉‘1θ5
Particle 　Control　　　　　Iron（ng／911ver）（％）（離）（％）
polysomes（＞80　S）
25－80S
＜25S
37　　　40
45　　　54
1．3　　　2
77
42
35
50
27
23
total　ferritin　mRNA　　83
total　poly（A十）RNA　31，000
154
36，0 0
　The　amount　of　ferritin　messenger　RNA　in
each　fraction　was　estimated　from　the　proportion－
al　synthesis　of　ferritin　compared　to　total　incor－
poration．　The　amount　Qf　poly（A十）RNA　and
total　RNA　in　each　fraction　was　estimated　as
lA260＝40μg．　The　figures　were　expressed　as　ng／
gliver　and　per　centage　of　total　ferritin　mRNA．
画にあり，細胞内ferritin　mRNPの分布が対照群と鉄投
与群で異なっていた．25－80S分画と25以下の分画を連続
簾糖密度勾配遠心法により，monosomeおよびribosome
subunit（60　S，40　S）の存在を検討した所，25－80　S分画で
は，ribosomeの60　Sおよび40　S　subunitの混在が認め
られたが，monosomeは存在しなかった．また25　S以下
の分画では，ribosome　subunitも認めなかった．
　3・6Ferriti賦mRNAの細胞内分布：Polys・me分画
および亜分画したpost－ribosome分画のferritin　mRNA
の分布を知るため，Table　4に示すように，　total　RNAに
対するpoly（A＋）RNAの量を吸光度（1　A26。＝40μ9）よ
り算出した．更にtranslation　assayより得た総蛋白への
3H－1eucineの取り込みに対するferritinへの取り込みか
ら，各分画からのRNAのextraction　e駈ciency，01igo
（dT）columnへの結合，　wheat　germ　Iysateでのtrans－
lation　e伍ciencyなどが各分画mRNAで等しいと仮定
して，ラット肝1g当りの各分画のferritin　mRNA量と，
細胞質内の分布をみたのがTable　5である．　Ferritin
皿RNAの細胞質内の絶対量をみると，対照群83　ng／9
1iverから鉄投与群154　ng／g　liverへと増し，鉄投与によ
るferritin　mRNAの増加が認められる．その細胞質内分
布でも，正常群では主にP・1ysome分画（137　ng／9，44傷）
と25－80Sの分画（45　ng／9，54％）にferritin　mRNAが存
在するのに対し，鉄投与群では，polysome分画（77　ng／g，
50％）と25以下の分画（35ng／g，27％）で増加が著しく，
両分画の増加が鉄投与によるferritin　m皐NAの分布の変
化に特徴的と思われる．
4考　　按
　Ferritinが真核細胞で鉄によるinductionを受けるこ
とから，その調節機構についての研究が，勿τ加02β），勿
w物り4～6，8）でおこなわれてきた．Ferritinの鉄によるin－
ductiQnの機構は，（1）transcriPtional，（2）Post－tran－
scriptionalおよび（3）post・syntheticに大別して考える
ことができ，その概略をFig．6に示した．つまり，鉄の
働らく可能性のある部位は，①DNAからRNAへの
転写，②作られたmRNAの前駆体（heterogeneous
nuclear　RNA，　HIIRNA）がprocessingを受け，　poly
（A＋）RNAとなるレベル，③核内から細胞質内の
エnRNP　pQo1への移動，④前駆体としてのmRNP　poo1
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Fig．6　Schema　of　ferritin　synthesis，　showing
　　　　steps　in　transfer　of　genetic　infor皿a－
　　　　tion　from　DNA→RNA→protein　and
　　　　the　possible　acting　sites　of　iron．
から翻訳の場であるpolysome上へのmRNAの移動，
⑤polysome上でのferritin　mRNAの翻訳効率の向
上，並びに⑥合成されたsubunit　poolからferritin
shellへのassemblyの促進などが考えられるが，加えて
第1報で強調したturpoverの違いも最終的に細胞内
ferritin含：量を規定する因子の1つと考えられる．本研究
では，ferritin皿RNAの細胞質内分布と，鉄によるfer－
ritin合成促進の作用機構をより明確にするため，真核細
胞のmRNAに特徴的なpoly（A＋）RNAを利用して，
wheat　germ　lysateで翻訳，免疫沈降法によりproduct
を分析，ferritin　mRNAの定量化をはかった．
　Whear　germ　lysateを用いた無細胞合成系は，　post－
synthetic　processingの過程を欠くこと14），　albumin（Mr
68，000）15），fatty　acid　synthase（Mr　240，000）16）などの比
較的大きな分子量：のpeptideまで合成されること，およ
びwheat　germに由来するendogenousなbackground
が低く，rnicrQcoccal　nucleaseセこよる前処理を必要とし
ないこと12）などの利点があり，網状球Iysate17）と並んで
広く利用されている．Wheat　germ　lysateによるtrans－
1ation　product　をよpre－pro－insulin18），　pre－pro－parathy－
roid　hormone19），　pre－pro－albumin20）などの前駆物質が
作られ，前駆蛋白の蛋白分解酵素によるproteolytic　clip
札幌医誌、1979
や，glycosylation，　phospholylationなどの翻訳後の蛋
白質の修飾に必要な膜成分が存在しないと考えられるの
で14），本研究において得られたFig．2に示すH一および
L－subunitに相当するsigna1は，細胞内のH一および
L－subunitに対するmessageを反映するとみなし得る．
また，Paolo　8孟αZ．21）によるヒトferritinのtryptic　pep－
tide分析の結果から，　H一およびL－subunitのsp・tの
80％に類似性を認めるも，各々のsubunitに特有なsPot
もあり，2つのferritin　mRNAがきわめて類似した構造
をとり，single　geneからevolutionalな過程で2つの
subunit　meSsageへ分化した可能性が考えられる．
　鉄投与前後に，polysolne上でのferritin合成が0・13
±0，01％から0．23±0．08％へと約2倍の増加があり（Table
1），Z曲ringer　6オαZ．9）の成績と一致してpolysome上で
のferritin　mRNAの絶体量の増加を示唆したが，　fπ
て吻。における3H－1eucineの取り込み実験の結果では，
0．05％から0．41弩へと8倍の増加をみているところがら
（第1報），単にpolysome上のferritin皿RNAの増加
のみならず，鉄投与群のp・1ys・me上でferritin　mRNA
がより効率よく翻訳される可能性も残されている．
　次に鉄投与によるH一およびL－subunitの合成の違い
についてであるが，得られた両subunitのL／H（dpm／
dpm）の比は，　polysome分画（Table　1）およびpost－
ribQso皿e分画（Table　2）ともにやや上昇し，　L－subunit
のpreferential　synthesisを示唆したが，　t一検定にて
各々p＜0・025，p＜0．01と第1報のカ2騨ooの実験におけ
るL／H比の差がp〈0．001であるのに比べて著明ではなか
った．すなわち加曽加。の実験では，鉄投与によりし－
subunitがH－subunitの5倍にも増加していることは，
mRNAの増加のみでは説明できず，おそらくは合成され
たsubunitのうち，　L－subupitがより選択的に集合，　shell
を形成する可能性が考えられる．
　最近真核細胞の蛋白合成機構の中で，細胞質にnon－
polysQma1な不活性のmRNA　poo1があることが知ら
れ22阿25），その生理的意義が注目されている．このmRNA
poo は特異蛋白と結合してpQst－rib・s・me分画にcytQ－
plasmic　messenger　ribonucleoprotein　particles（m－
RNP）22）ないしinformosome23）として存在することが，
actin22），　hemoglobin，24），　Inyosin25＞などで知られ，一般
的にはpolyso皿e上のmRNAの前駆体と考えられてい
る．Ferritinにおいても，蛋白合成が鉄というco－factor
により調節を受けることから，細胞内鉄量の変化による
ferritin　mRNAの量的変動，および細胞内でのmRNA
の分布の移動は興味ある点である．今回ラット肝のpost－
rib・s・me分画をさらに亜分画し，　ferritin　mRNAの分
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布をみたのであるが，対照群では細胞質内のferritin
mRNAは，　P・lysomeおよびpQst－ribosome分画に
各々48弩，52弩の分布（Table　5）を示し，　Zahringer　8孟
砿9）の報告に一致した．しかしながら，彼らの分画方法で
は，post－ribosome分画に真のn・RNPの他に，　mono－
some，　ribosome　subuHitおよびinitiation　complexの
混在が考えられ，真のmRNP分画をとらえているとは言
い難い．また鉄投与群でも，彼らの示唆したようなmRNP
からpolysome分画へのferritin　mRNAの分布の移動
は認められず，むしろ両分画でferritin皿RNAの絶対
量の増加を示した．
　著者がp。st－ribosome分画を諸分画した結果では，2
つの活性部分が存在し，一方は約25－80Sに相当する分画
に，他方は25S以下および10－35Sに相当する分画で
あった．特に10－35Sないし25　S以下の分画は，　hemo－
globin（Mr約14，000）のmRNPが20　Sと報告されてい
ることから24），ferritin　subunit（Mr約20，000）の真の
mRNPを含んでいることが予想される分画だが，そこで
の鉄投与による取り込みは，各々7．88±3．10傷ないし6．04
±2．82％とpolysome分画へのferritinの取り込み
（0．23傷）にくらべ著明な増加が認められた．この7．88±
3．10傷という大きな取り込み率は，polysome分画のfer－
ritin皿RNAを約40倍濃縮したに等しく，今後pureな
ferritin　mRNAを精製する際に，この分画を用いること
が，より効果的であると考えられる．次に25－80Sに相当
する分画であるが，15－30傷連続薦糖密度勾配遠心法によ
り，60Sおよび40　Sのribosome　subunitに相当する
peakを認めたが，80　Sの皿onosomeに一致する部位に
peokを認めず，この分画の活性が60　S　ribosome　subu－
nitとmRNAの腹合体であるinitiation　complexであ
る可能性が考えられた．
　以上の結果，明らかになった点をFig．6に従ってまと
めてみると，鉄はまず第1に，転写およびその後のHn－
RNA（mRNAの前駆体〉のprocessingおよびmRNA
の核内から細胞質への移送の部位で働き，結果としてfer－
ritin　mRNPの増量をもたらす．次にこの増加したfer－
ritin　mRNPはribosomeのsubunit（60　S）と結合し
てinitiation　complexとなるが，この分画は鉄投与によ
っても特に増減はしない．次の流れとして，polysome上
でferritin　mRNAの翻訳がおこなわれるが，ここでの
ferritin　mRNAは鉄投与で明らかに増加しており，おそ
らくは第1の段階で増加したmRNAがinitiation　cQm－
plexの型をとった上で，この分画へ流れ込んだ結果，
増加していると考えられる．このように鉄がferritin
messageを増加させることは明らかとなったが，その増
加の程度は必らずしも眺物ηoでのferritin合成の増加
を充分に説明しうるほど著明ではない．すなわち，第1報
で述べたfπτ吻・でのラット肝の鉄によるferritin合成
の増加は，本実験での切τπ乃の合成の約2－3倍の高値
を示している．この差異を説明する可能性としては，まず
第1にSaadi　8’磁8）が指摘したように，鉄がpolysolne
上でのferritin　mRNAの翻訳をより効果的におこなわ
せる（翻訳効率の向上）というものであり，第2にはpoly－
some上で合成されたferritin　subunitのpeptideが
polysoIneを離れ，　ferritin蛋白として集合し，規則正し
い4次構i造をとっていく過程に（subunit　assembly），鉄
が促進的に働く可能性も否定でぎない，また∫ηη伽。無
細胞系での合成と加沈ηo合成との差異は，単にferritin
蛋白としての量的な差異だけでなく，質的にもし－subunit
とH subunitの合成比の差異として認められ，後者では
し－subunit合成の優位性がより明らかであった．このこと
に対する説明も上述の翻訳効率やsubunit　assemblyが
鉄の存在下でL－subunitにより選択的に認められるとす
ることにより可能である．いずれにしても，これらの可能
性は，今後直接的な手段で明らかにされなけれぽならない
課題である．
　以上ferritinの合成系における鉄イオンの作用機序を，
主に漁τ油ηの無細胞合成系を用いて検討を加えたが，
実際に勿u加。では第1報で述べたようにturnoverも
考慮されねぽならず，きわめて複雑な作用機序が重なり合
っているものと考えられる．
5　結　　語
Wheat　germ　lysateを用いてラット肝より抽出した
p。ly（A＋）RNAを翻訳し，ラット肝ferritin　InRNA
の定量化と，鉄イオンのferritin蛋白合成促進機構につき
検討し，次の結果を得た，
　1，翻訳したproductから，免疫沈降法およびSDSゲ
ル電気泳動を用いて，ferritlnのH一およびL－subunitに
相当する放射活性が得られ，加漁，oで検出されてきた2
つのsubunitは，　primary　gene　productであると考え
られた．
　2．鉄投与により，polysome上のferritin　mRNA量
は対照群に較べ，2倍に増加し，それは単なるferritin
mRNP　poolからpQlysomeへのmRNAの移動でなく，
実際に細胞質内のferritin　mRNAの増加に起因した．
　3．Post－ribosome分画の分析の結果，25－80　S亜分画
に存在するinitiation　complexの他に，　ferritin　mRNA
の前駆体と考えられる分画（10－35S，　mRNP）が存在し，
後者は鉄投与により増加した．
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　　4．第1報に述べたfπ吻η・の実験では，鉄によるfer－
ritin蛋白合成の促進と，　L－subunitの選択的合成が．加
瞬7層。の本実験と比較して，より著明であり，この差異
は，細胞内鉄イオンの増加が，polysome上でのferritin
mRNAの翻訳効率を向上させることと，．生成されたH一
およびL－subunitのうち，　L－subunitのferritin蛋白へ
の集合を促進することの2つの可能性を示唆した．
　　以上より，co－factorとしての鉄イオンは，　ferritin蛋白
合成調節に対し，複数の作用点を介して働くものと理解さ
れる．
　　尚，本研究の1部は，Tufts大学医学部生化学教室留学
中におこなわれたものである．
　稿を終るに臨み，御指導・御校閲下さった本学癌研内科
漆崎一朗教授，新津洋司郎講師，Tufts大学医学部生化学
James　W．　Drysdale教授に深謝いたしますとともに，御
協力いただいた教室員各位に感謝いたします．
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